ESTRATEGIAS INOVADORAS
PARA DESENVOLVER
ALIMENTOS MAIS SAUDAVEIS

|||||||||||



ESTRATEGIAS INOVADORAS PARA
DESENVOLVER ALIMENTOS
MAIS SAUDAVEIS
FOODSME-HOP TECHNOLOGY BOOK

EDITORAS
Manuela Vaz Velho, Susana Fonseca, Rita Pinheiro
IPVC - Instituto Politécnico de Viana do Castelo

= IRTA fs
P sSuU .D OE centro tecnolégico

o R INSTI 0
1”[ Ceosritde Sty DE VIANA DO CASTELO




AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional (FEDER), através do
Programa de Cooperacdo Inter-regional do Espago Sudoeste Europeu (Interreg SUDOE IVB)
pelo financiamento do projeto FOODSME-HOP (SOE/P1/E299) do qual deriva o presente livro.

Agradece-se ao conjunto de parceiros do projeto FOODSME-HOP que tornaram possivel
a publicacao deste documento assim como as empresas que colaboraram nos projetos de
demonstrag3o.

Um agradecimento especial para a Catalina Perez e Sofia Ckika pela sua ajuda na edicdo deste
livro.

ESTRATEGIAS INOVADORAS PARA DESENVOLVER ALIMENTOS MAIS SAUDAVEIS

© 2013 da edigdo original:
Capitulo 1: IPVC
Capitulo 2: ITERG
Capitulo 3: IRTA y AINIA

© 2013 da tradugdo para portugués:
Capitulo 2 / Capitulo 3
ADI, AINIA, IPVC, IRTA, ITERG, FUNDECYT-PCTEX, Agencia Andaluza del Conocimiento

Editado por IPVC:

Praca General Barbosa

4900-347 Viana do Castelo - Portugal

Tel: +351 258809610 - Fax: +351 258829065

Coordenag3o editorial:
blueBOARD

Corsega 453, 1er 3a
08037 Barcelona

00 34 934 575 832

Corregdo orto-tipografica e de estilo:

LACONIC SANS sCP

Maquetagio:

Concepte Grafic

ISBN 13: 978-84-940022-3-6.

Depésito legal: B.8974-2013

Impresso em Espanha por:
MEDIAactive




CAPITULO 1

BIOCONSERVACAO

DE ALIMENTOS
TRADICIONAIS POR
ADICAO DE BACTERIAS
ACIDO-LACTICAS E DAS
SUAS BACTERIOCINAS

Jacome SL', Todorov SD?, Fonseca SC', Pinheiro R', Guerreiro JS', Monteiro V',
Fernandes P!, Noronha L3, Almeida G®, Gomes A M?, Pintado MM?, Silva CLM?, Morais
AMMBS, Silva J?, Teixeira P, Vaz Velho M!

"Escola Superior de Tecnologia e Gestéo — Instituto Politécnico de Viana do Castelo
Avenida do Atlantico s/n, 4900-348 Viana do Castelo (Portugal)

°Departamento de Alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade
de Sao Paulo, Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 14, 05508-900 Séo Paulo (Brasil)

SEscola Superior de Biotecnologia — Universidade Catolica Portuguesa, Rua Dr. Anténio
Bernardino de Almeida, 4200-072 Porto (Portugal)



4 °
Indice
1. INTRODUCAO 10

1.1 Produtos alimentares tradicionais e desenvolvimento rural ....10

1.2 Conservantes sintéticos em produtos curados fumados ..... 10
1.3 Bioconservagao de alimentos ........ccoeeevviviiiniiiiiniiiineee, 12
1.3.1 As bactérias dcido-ldcticas .....cooeeviiiiiiiiiiiiieeiinee 13
1.3.2 Metodologias e requisitos de aplicagdo das bactérias
ACido-lACtiCas oo 15

2. ESTUDO DEMONSTRACAO: SUBSTITUICAO DE ADITIVOS
SINTETICOS POR CULTURAS VIVAS DE BACTERIAS ACIDO-LACTICAS

NUM PRODUTO CURADO/FUMADO TRADICIONAL.........cccecerverurunne 16
2.1 Definic@o do produto .....coeuuieiiiiiiiieiiiiiie e 16
2.2 ODbJeIVOS uiniiiiiii e 17
2.3 Desenvolvimento experimental..............ccccviiiinnnn, 18
2.4 ReSUIAdOS ..ot 19
3. CONCLUSOES 21
4. AGRADECIMENTOS 21

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 22




CAPITULO 1

Numa época em que
as fronteiras politicas

e econdmicas estao
desvanecidas, os
elementos que marcam
a diferenca e identificam
um alimento ganham
uma importancia
especial, tanto para os
produtores como para
os consumidores.

1. INTRODUCAO

1.1 PRODUTOS ALIMENTARES TRADICIONAIS E DESENVOLVIMENTO RURAL

Numa época em que as fronteiras politicas e econdmicas estao desvanecidas, elementos que
diferenciam e identificam um produto ganham especial importancia junto dos produtores e
consumidores. Dentro de cada pais os recursos locais, representados aqui pelos produtos
alimentares tradicionais, podem ter um impacto econémico considerdvel, mas para tal
torna-se importante a criagao de esquemas de produgado e organizacdo especificos que
permitam explorar as diversidades e complementaridades dos vérios sabores e saberes
existentes, levando a obten¢ao de margens de lucro mais consideraveis [1].

A definicdo de produto tradicional ndo é facil nem clara sendo alvo de vdrias interpretacdes
de acordo com diferentes autores [2]. De acordo com alguns autores, produtos tradicionais
sdo produtos Unicos que resultam das matérias-primas e dos conhecimentos aplicados,
dos usos, das préticas de producao, de distribui¢do, de consumo e das denominagdes de
produto local, tradicional, artesanal ou regional [2]. Em sentido lato também sao referidos
como produtos tradicionais os produtos que se identificam pela sua origem geogréfica, pelo
processo de producao ou pelas caracteristicas intrinsecas que os vinculam a um costume,
modo de fazer, época e que por isso se diferenciam de outros [3].

Por outro lado a crescente tendéncia para o consumo de alimentos sauddveis e para a
preferéncia de produtos com especificidades e origens determinadas, permite uma forte
revalorizagdo dos produtos tradicionais junto de nichos de consumo urbano. Desta forma, é
fundamental que paises do sudoeste europeu que apresentam um patriménio importante de
produtos agricolas e agroalimentares, apostem na diferenciacdo dos mesmos, no aumento
de valor, na preservacdo dos hébitos ancestrais e modos de produgdo, com o intuito de
serem capazes de os transmitirem as geracdes futuras e ao mesmo tempo obterem ganhos
de produtividade consideraveis [4].

Os produtos fumados e curados a base de carne, principalmente de carne de porco,
tém um enorme impacto na economia do sudoeste europeu. Face a isto, é importante
desenvolverem-se novos conceitos e tecnologias que permitam aumentar o valor comercial
deste produtos e, por sua vez, dinamizar o setor sem descurar os seus processos tipicos de
producdo, a sua origem e as suas gentes.

Com excegdo de alguns paises em desenvolvimento, onde a cadeia de refrigeracdo ndo estd
amplamente estabelecida, hoje fumar ou curar um alimento tem como principal objetivo
dota-lo de caracteristicas organoléticas diferenciadas de acordo com o modo de produgao,
a cultura gastrondmica ou o territério onde este ¢ fabricado. Conferir ao produto curado/
fumado um sabor caracteristico, que seduza o consumidor, & hoje um dos principais objetivos
daindustria tradicional. O efeito conservante destas técnicas ¢, nalguns casos, minimo, mas
o uso de aditivos quimicos necessdrio para garantir a seguranca microbioldgica, pode afetar
a seguranga quimica do alimento [1].

1.2 CONSERVANTES SINTETICOS EM PRODUTOS CURADOS FUMADOS

Os aditivos sdo substincias que se adicionam intencionadamente aos alimentos com um
propdsito tecnoldgico ou organolético, o que tem como resultado que tanto o préprio aditivo
como os seus subprodutos se vao transformar num componente destes alimentos. Os
aditivos ndo se consomem como alimentos nem se usam como ingredientes caracteristicos
na alimentagao, independentemente de terem ou nao valor nutritivo. A utilizagdo destas
substincias tem uma longa histéria. |4 os egipcios usavam corantes e aromatizantes e
o uso de nitrato de potdssio e de especiarias, com o objetivo de conservar e melhorar a
aparéncia dos alimentos, remonta a época romana.



A utilizagdo de aditivos na UE é regulada por legislacao prépria a nivel europeu. Para que
se possa utilizar um aditivo na industria alimentar este deve fazer parte das listas fixadas
no Anexo Il do Regulamento da (CE) n°® 1129/2011[5], que serve de complemento ao
Regulamento 1333/2008 [6]. Estas listas incluem todos os aditivos alimentares autorizados,
especificidades/condi¢oes de utilizagdo e teores maximos permitidos. A autorizacdo para
entrada no mercado de um novo aditivo é feita em base da demonstracio da sua inocuidade
para a saude do consumidor. O Regulamento (CE) n.° 1331/2008 do Parlamento Europeu
e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, estabelece um procedimento de autorizagao
comum para os aditivos, as enzimas e os aromas alimentares. Portanto, todo aquele que
desejar colocar no mercado um aditivo que n3o se encontre autorizado ou queira ampliar as
condi¢des de um aditivo autorizado deverd apresentar um requerimento de conformidade
com este Regulamento assim como com a correspondente guia da Autoridade Europeia de
Seguranca Alimentar (EFSA).

Os aditivos alimentares sdo agentes importantes na medida em que favorecem a manutencao
da qualidade e das caracteristicas sensoriais dos produtos alimentares, contribuindo para
a sua seguranca/inocuidade, e para um aumento significativo do intervalo de consumo.
Considera-se que os aditivos alimentares usados corretamente ndo colocam em risco a
saude dos consumidores, mas uma utilizacdo abusiva destas substancias, seja por aplicagao
de teores excessivos ou por inclusao de um aditivo ndo declarado/regulamentado, pode por
em risco a seguranga do consumidor.

No caso dos produtos carneos curados e fumados a industria recorre a utilizacdo de nitratos,
particularmente de potassio (E-252), durante a cura, para ver assegurada uma caracteristica
sensorial, de predominancia cultural, tipica nestes produtos, e para conservacao pela
inibicdo do crescimento de microrganismos patogénicos, nomeadamente a inativacao de
Clostridium botulinum e, por sua vez, da formagao da sua toxina. A cor vermelha produzida
origina-se por uma reagdo quimica entre o pigmento da carne a mioglobina (Mb) e o
ido nitrito (NO-) resultante da transformacdo do ido nitrato (NOs-) por agdo de certos
microrganismos durante o processo de cura [7]. O nitrito de sédio (E-250), normalmente
utilizado juntamento com o nitrato de potdssio pode apresentar certos riscos para a saude do
consumidor quando n3o se utiliza segundo as condi¢des de aplicagao do regulamento que
assim o regula. Entre os principais riscos pode mencionar-se um efeito adverso relacionado
com o transporte de oxigénio no sangue, pois o nitrito é capaz de unir-se a mioglobina do
sangue da mesma forma que se une & mioglobina da carne, formando metahemoglobina,
substancia incapaz de transportar o oxigénio [7]. Outro risco é a formagao de nitrosaminas,
substincias cancerigenas que se formam no alimento ou no préprio organismo. No
primeiro caso o risco limita-se a produtos que sofrem altas temperaturas durante o seu
processamento como é o caso do toucinho curado/fumado, ou que s3o ricos em aminas
nitrosdveis como sdo o caso do pescado e de outros produtos fermentados. No segundo
caso as nitrosaminas podem formar-se devido as condi¢des ambientais do estomago e as
reacoes entre o NO-- e as aminas secundarias e tercidrias resultantes da degradagdo da
carne [1].

A quantidade inicial de nitritos e/ou nitratos adicionada durante o processo ndo ¢ igual
a quantidade encontrada no produto final pois sdo substincias bastante instdveis e
reativas o que conduz a uma reducao significativa dos seus niveis antes do consumo. Para
diminui¢do do risco de formacao de nitrosaminas, para além da reducao significativa do
uso nitritos e nitratos, que defendemos, utilizam-se diversas técnicas como por exemplo
a adicdo conjunta de nitratos com agentes que bloqueiam os mecanismos de formacao
das nitrosaminas. Estes agentes sdo o dcido ascérbico (E-330) e os seus derivados; o
conjunto de tocoferdis alfa, gama e delta (E-306-E-309), especialmente eficazes em meios
aquosos e gordos respetivamente. Nos EUA ¢ obrigatdria a adi¢do conjunta de nitratos e
acido ascorbico durante o processo tecnoldgico. Com o mesmo objetivo a Unido Europeia
imp6s a obrigatoriedade, na adicdo nitrito de sddio, da adicao conjunta de cloreto de sddio
na mistura, no sentido de evitar intoxicagdes agudas por parte de consumidores assiduos
deste tipo de produtos alimentares [7].

A utilizacao de aditivos
alimentares é regulada
por uma legislacao de
ambito europeu.
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O uso do aglicar como agente de cura é também importante muito embora as concentragdes
emtorno dos 0,5a1,0 % nao cheguem a ter uma acgdo conservativa, mas sim uma influéncia
no sabor, proporcionando uma combinagdo de doce e salgado, suavizando o sabor derivado
de especiarias e mascarando por vezes o sabor amargo dos nitritos [8]. Além desta primeira
funcao do agucar, existe uma segunda de igual importancia, cujo significado é especial na
produgdo de enchidos secos - servir de fonte de energia para as bactérias responsaveis pela
redugao dos nitratos, e posterior desenvolvimento das bactérias acido-lacticas responséveis
pela diminui¢ao do pH afetando indiretamente o processo de conservagdo destes produtos
8]

A adi¢do de nitratos e nitritos a produtos carneos curados e/ou fumados é uma decisdo
baseada na relac@o risco/beneficio. Por um lado existe o risco de formagado de nitrosaminas
e da intoxicagdo pela sua ingestdao excessiva mas por outro, o risco do ndo controlo do
crescimento do Clostridium botulinum e da formacao da toxina botulinica. Os organismos
reguladores aceitam o uso de nitratos e nitritos considerando-os necessérios para garantir
a seguranca microbioldgica de certos alimentos, mas impondo limites de adi¢do e
teores maximos destes compostos e a utilizagdo conjunta de inibidores da formacao de
nitrosaminas.

Em Portugal a adicdo de nitratos e nitritos ndo ¢ utilizada na formulacdo de produtos
carneos com Denominagao de Origem Protegida ou Indicacdo Geografica Protegida.
Somos de opinido que assim deverd continuar a ser, mas para isso é fundamental o estudo
de tecnologias alternativas que permitam aumentar a seguranga microbioldgica, mantendo
as caracteristicas organoléticas do produto e o seu modo de producao tradicional.

1.3 BIOCONSERVACAO DE ALIMENTOS

Nas dltimas décadas tem surgido uma forte procura de produtos naturais e os produtos
tradicionais, sem aditivos quimicos, tém vindo a adquirir maior interesse e atratividade
para os consumidores. Os novos processos de fabrico e a constante procura por produtos
minimamente processados obriga ao desenvolvimento de novas estratégias para prolongar
a vida util dos alimentos.

A bioconserva¢do de alimentos, através da adicdo de substincias naturais, apresenta-
se como uma alternativa interessante para aumentar o tempo de prateleira, garantir a
seguranga microbioldgica, reduzir o uso de aditivos sintéticos, mantendo as caracterfsticas
sensoriais e nutricionais dos produtos pereciveis.

A bioconservacao ¢ uma técnica de conservagio alimentar amplamente utilizada nos
EUA, onde conta com a aprovacao da FDA (Food and Drug Administration), ndo estando
regulamentada pela legislacdo europeia [g).

Quando procuramos evidenciar as vantagens na utilizacdo deste tipo de tecnologia
podemos facilmente nomear as seguintes [9]:

- Apresentam-se como uma solucdo segura e com menos limitages do que os
conservantes quimicos, ja que se produzem de forma natural na matriz de alimentos
curados;

- N3o sdo conhecidas resisténcias e o impacto ambiental é minimo ja que sdo rapidamente
eliminadas pela cadeia alimentar;

- Possuem um espetro de acdo muito definido; a sua atividade vé-se potenciada pelo pH
e apresentam um efeito sinérgico com outros agentes metabdlicos antimicrobianos;

- Asua utilizagao é compativel com a rotulagem de produto bioldgico j& que a conservagao
¢ obtida sem conservantes quimicos nem de sintese.

Quando procuramos desvantagens na utilizacdo desta tecnologia podemos nomear as
seguintes [9]:



Inexisténcia de uma regulamenta¢ao comum a nivel europeu que a tutele e a dificuldade
em obter autorizagdo para aplicagdo industrial;

Possivel alteragdo das propriedades sensoriais dos alimentos e os custos elevados de
produgdo e desenvolvimento.

1.3.1 As bactérias acido-licticas

Ao longo dos séculos foi comum o uso de microrganismos e dos seus produtos metabolicos
na conservagao de alimentos. As bactérias acido-lacticas foram empiricamente e de forma
artesanal utilizadas na fermentagao de leite, carne e vegetais no sentido de se obterem
produtos com maior tempo de vida util.

As bactérias &cido-ldcticas incluem um grande nimero de microrganismos Gram-
positivos n3o esporulados, anaerdbios, aerotolerantes e &cido tolerantes. Apresentam
uma morfologia, um metabolismo e uma fisiologia muito semelhante entre si. Tém um
metabolismo energético exclusivamente fermentativo, através da produgao de dcido lactico
a partir de hidratos de carbono. Incluem cocos do género: Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc e bacilos dos géneros Lactobacillus e Carnobacterium [10].

As bactérias dcido-lacticas sdo o grupo de bactérias mais abundante e difundido na natureza,
em grande medida devido & capacidade que possuem para crescer numa variedade de
substratos e numa diversidade de condi¢es bioldgicas. O grupo Lactobacillus é o mais
importante e heterogéneo (figura 1). As bactérias lacticas nao necessitam de oxigénio para
crescer sdo tolerantes a presenca de diéxido de carbono, nitritos, fumo, concentracdes de
sal relativamente elevadas e toleram valores de pH baixos.

As bactérias dcido-lcticas fazem parte da flora microbiana tipica dos produtos curados/
fumados, quer pela sua presenca natural quer pelo seu aporte como starter. As bactérias
acido-l4cticas competem com outros microrganismos por nutrientes e habitats. O seu poder
é conseguido em parte gragas ao efeito antagonista que apresentam ao gerar substancias
antimicrobianas.

Além do papel tecnolégico que lhes é reconhecido, as bactérias dcido-l4cticas também sao
responsaveis por conferir aos produtos fermentados uma série de caracteristicas sensoriais
e nutricionais apreciadas pelo consumidor como é o caso da cor, do sabor, da textura, da
digestibilidade e da qualidade nutricional peculiar destes produtos [11,12,13,14].

As bactérias acido-lacticas sdo responsdveis pelo sabor «picante» dos enchidos e pelas
pequenas quantidades de &cido acético, dcido propidnico, etanol, acetona, didxido de
carbono e 4cido pirdvico que se produzem durante a fermentacdo. A quantidade e os
tipos de compostos formados dependem do starter aplicado, dos hidratos de carbono do
substrato, das fontes proteicas da matriz do alimento e dos aditivos utilizados [15).

A diminuicdo do pH resulta da formacao do 4cido l4ctico o que por si sé pode ser suficiente
para antagonizar muitos microrganismos, incluindo a Listeria monocytogenes. Os dcidos
acético e propidnico atuam de uma maneira semelhante ao dcido l4ctico. Estes dcidos
orgénicos desempenham um papel importante em alguns alimentos fermentados, e sabe-
se que o acido acético tem um efeito antimicrobiano sinérgico na presenca do dcido lctico.

As bactérias l4cticas, como referido anteriormente, sdo responsdveis por conferir aos
produtos fermentados uma série de caracteristicas quimicas, nutricionais e sensoriais unicas,
em grande medida devido aos mecanismos de sobrevivéncia que ativam na presenca da
flora microbiana competitiva. Sao exemplos de mecanismos de sobrevivéncia mais comuns
a competicao pelo oxigénio, a competicao por sitios de ligagao e a competi¢ao por producao
de substancias antagdnicas como o diacetilo, o peréxido de hidrogénio, o acetaldeido, os
compostos ndo proteicos de baixo peso molecular como a reuterina, reutericiclina e 4cido
piroglutdmico e pela produgao de bacteriocinas [16,17,18,19,20,21].

BIOCONSERVACAO DE ALIMENTOS
TRADICIONAIS POR ADICAO DE BACTERIAS
ACIDO-LACTICAS E DAS SUAS BACTERIOCINAS

A bioconservacao de
alimentos, através da
adicao de substancias
naturais, apresenta-se
como uma alternativa
interessante para
aumentar a vida util

do produto, garantir

a sua seguranca
microbioldgica e reduzir o
uso de aditivos sintéticos
sem modificar as
caracteristicas sensoriais.

Figura 1: Lactobacillus plantarum
(microscopia dtica coloragao de Gram,
ampliagdo 10X100)
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Figura 2: Visualizagdo por microscopia de
forga atémica da deformagao celular em L.
ivanovii subsp. ivanovii ATCC19119 pela a¢ao da
bacteriocina STsHa [45]
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Nos ultimos anos tem-se verificado um crescente interesse pela utilizagao de bactérias 4cido-
lacticas na conservagdo de alimentos. Vérios estudos publicados demonstram a viabilidade
destes microrganismos no controlo do crescimento de microrganismos patogénicos
e contaminantes. Diversas bactérias lacticas como o Lactobacillus acidophilus [22], o
Lactobacillus gasseri [23], o Lactobacillus rhamnosus [24], Lactobacillus plantarum [25,26],
Lactobacillus casei [27] e Lactobacillus paracasei [28] foram citadas pela sua capacidade
em inibir agentes patogéneos. Foram estudadas interagbes in vitro contra bactérias
enteropatogenicas Gram-negativas, tais como Escherichia coli[23,27,29], Salmonella enterica
[28,30,31], Helicobacter pylori [32] e Shigella sonnei [33]. Por outro lado foram também
descritos efeitos antagdnicos das bactérias lacticas frente ao crescimento de patogénicos
Gram-positivos como é o caso do Bacillus cereus [34] e da Listeria monocytogenes [35).

Sabe-se hoje que estes organismos unicelulares sdo responsdveis pela producao de
uma grande variedade de metabolitos antimicrobianos como o diacetilo (produto de
fermentacao), o peréxido de hidrogénio, o acetaldeido, os dcidos organicos, os compostos
nao proteicos de baixo peso molecular (reuterina, reutericiclina e acido piroglutdmico) e
as bacteriocinas, as que maior potencial apresentam para a bioconservagao de alimentos
[18,19,20,21]. Estes compostos sintetizam-se no ribossoma e apresentam um largo espetro
de agdo dependente da espécie alvo.

Na ultima década, foram caracterizadas e identificadas uma grande variedade de
bacteriocinas (péptidos de bactérias dcido-l4cticas) o que conduziu a um avango considerdvel
nesta linha de investigacdo. Diversos estudos evidenciaram as capacidades antimicrobianas
de diversas bacteriocinas que foram consideradas como excelentes conservantes quando
utilizadas sé ou em misturas [20,36,37,38,39,40,41,42,43,44]. Na figura 2 pode visualizar-se a
lise e o colapso das células da L. ivanovii subsp. ivanovii ATCC19119 pela acdo bactericida da
bacteriocina STsHa produzida pela bactéria acido-lactica Enterococcus faecium STsHa[45].

Autores como Ruiz—Moyano et al. [46] isolaram 363 estirpes de bactérias acido-lacticas
de lombo ibérico, e 30 % apresentaram um potencial tecnolégico elevado para serem
utilizadas como culturas probidticas face a habilidade para crescerem e desenvolverem-
se adequadamente em pH dcido e em concentragBes significativas de NaCl. Albano et al.
[47] avaliou o potencial da bacteriocina PA-1 produzida pelo Pediococcus acidilactici como
bioconservante na “alheira”. Esta bactéria lactica foi capaz de inibir um conjunto de estirpes
de Listeria innocua, durante o processo de produgdo e ao longo do tempo de vida util do
produto, reduzindo o patogénico para niveis de dete¢ao inferiores a 1.5 UFC/g, sem afetar
o correto desenvolvimento da flora microbiana natural, nem o pH, e sem que o produto
sofresse altera¢Bes organoléticas percetiveis por um painel de provadores treinados.

Embora nalguns paises a bacteriocina pediocina seja permitida como conservante alimentar,
na Unido Europeia e nos EUA a Unica bacteriocina permitida para incorporagdo direta em
alimentos ¢ a nisina. Descoberta em 1928, a nisina recebeu o estatuto GRAS (Generally
Regarded As Safe) em 1988, tendo sido aprovada pela US Food and Drug Administration
(FDA) a sua aplicagao a produtos alimentares [48]. Em 1995 foi autorizado o uso da nisina
(E-234) em alimentos na Unido Europeia, pela Diretiva 95/2/EC. Atualmente a sua aplicagdo
é regulada por meio do Regulamento 1129/2011[s).

Tal como a nisina, as outras bacteriocinas estudadas sao rapidamente degradadas pelas
proteases do trato gastrointestinal, portanto poder-se-ia ampliar o estatuto GRAS a outras
bacteriocinas amplamente testadas in vitro, através da promocgao de estudos in vivo [49)].



1.3.2 Metodologias e requisitos de aplicagao das bactérias dcido-ldcticas

A bioconservagdo pode ser aplicada em alimentos, concretamente em produtos carneos
curados e/ou fumados através de 4 métodos de adi¢ao [50,51]:

1. Adi¢do de um cultivo puro e viavel de bactérias lacticas com capacidade comprovada de
produgdo de bacteriocinas. O seu éxito depende da habilidade do cultivo para crescer
e produzir estes metabolitos em condi¢Ses ambientais e tecnoldgicas especificas
(temperatura, pH, aw, aditivos e outros). A cultura deve ser capaz de competir com a
microflora natural, ndo deve influenciar as propriedades fisico-quimicas e organoléticas
do alimento, ndo produzir gds nem exopolissacarideos para evitar o inchamento da
embalagem e a formacao de viscosidades.

2. Adicao de bactérias lacticas mesofilas, permitindo assim salvaguardar a sua viabilidade
frente a um possivel abuso de temperatura durante o processo de fabrico. A estirpe
bioprotetora deve ser adicionada com uma concentracao inicial conhecida e em condicées
de refrigeracdo. Quando a temperatura do processo é excessiva a estirpe desenvolver-
se-d por competicdo frente & bactéria patogénica. Pode até existir uma degradagdo do
produto segundo a temperatura de armazenamento a que se encontra, ndo permitindo
desta forma o crescimento do microrganismo patogénico e o consumo do produto por
parte do consumidor.

3. Adi¢do de preparacdes de bacteriocinas em extrato cru, licor fermentado ou concentrados
obtidos a partir do crescimento das bactérias lacticas que comprovem a sua producdo em
extrato complexo/alimento. Esta técnica evita o uso de compostos purificados os quais
podem obrigar a existéncia de regulagdo legal e a um custo de producao superior devido
a necessidade de purificagdo do composto.

4. Adicdo de substancias antagonicas puras ou semipuras como as bacteriocinas. Este
método ganha especial interesse na medida que é possivel ter uma nogao mais precisa da
dose adicionada e por isso o resultado pode ser mais fidvel. Esta técnica de bioconservagao
estd limitada a legislacao existente em cada pafs, concretamente no que concerne a
adicdo de aditivos. E importante, inicialmente, padronizar a producio e precipitacdo da
bacteriocina até que seja possivel garantir a sua reprodutibilidade e desta forma assegurar
a quantidade adequada, cuja adi¢do permitird um suficiente poder de inibic3o.

A aplicagdo deste tipo de tecnologias obriga indiscutivelmente ao controlo das
varidveis tecnoldgicas a que estes cultivos estdo sujeitos. As duas primeiras técnicas de
bioconservagdo sdo consideradas técnicas in situ visto que todo o processo se desenvolve
de forma auténoma dentro do alimento. As duas ultimas técnicas sao consideradas técnicas
de adicao ex situ ja que as culturas protetoras sdo produzidas em condi¢des controladas e
s6 depois sdo adicionadas ao alimento. Para que seja possivel executar as técnicas ex situ é
necessdrio isolar completamente os microrganismos produtores de bacteriocinas, assegurar
a existéncia de equipamento e meios de cultura especificos, garantir a atividade de cada
extrato, determinar a concentragao minima inibitéria contra patogénicos (determinacado de
curvas de crescimento e inativagao) e posteriormente padronizar a técnica para assegurar
as quantidades de indculo e o efeito desejado.

Nos ultimos anos tem-se
observado um crescente
interesse pela utilizacao
de bactérias acido-
laticas ou bacteriocinas
na conservacao de
alimentos.
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Figura 3: Alheira

2. ESTUDO DEMONSTRACAO:
SUBSTITUICAO DE ADITIVOS
SINTETICOS POR CULTURAS
VIVAS DE BACTERIAS
ACIDO-LACTICAS NUM
PRODUTO CURADO/FUMADO
TRADICIONAL

2.1 DEFINIGAO DO PRODUTO

Este estudo tem como base os resultados preliminares do projeto «Biofumados: Tradi¢ao
vs Qualidade». A utilizagdo de culturas de arranque, em substituicdo das fermentacdes
realizadas pela flora autéctone, apresenta vantagens, por exemplo, em termos do aumento
da consisténcia do indculo, do risco reduzido de contaminagdo cruzada, da uniformidade
na producdo de &cido lctico, da produgdo de aromas desejaveis, da previsdo do valor final
de pH e da diminui¢do do risco de crescimento de bactérias patogénicas. Outros beneficios
incluem a aceleracdo do tempo de fermentacdo, o aumento da produtividade, e a redugdo
de produtos com defeitos de sabor e textura, atribuidos ao desenvolvimento de bactérias
homofermentativas.

Assim, este projeto visa a produgdo de enchidos e fumados tradicionais, mais seguros,
através da utilizagao de microrganismos autdctones, isolados desses mesmos enchidos, e
das suas bacteriocinas. A utilizagdo de microrganismos com elevado valor tecnoldgico e que
simultaneamente possa gerar in situ condi¢es adversas ao crescimento de patogénicos é
sem duvida uma linha inovadora no setor dos enchidos e fumados tradicionais e que este
projeto protagoniza.

Pretende-se ainda, selecionar o método mais adequado de adi¢do de culturas de arranque
bioprotetoras e das suas bacteriocinas no processamento de enchidos tradicionais curados
e/ou fumados, quer por incorporagdo direta no produto quer na embalagem. O método
de adicao selecionado sera aquele que demonstrar possuir o maior equilibrio capacidade
conservante/manutencao das caracterfsticas organoléticas destes produtos tradicionais.
Para este estudo foi selecionado um enchido tradicional do Nordeste portugués — Alheira.

A Alheira é um enchido tradicional portugués, cozido, curado e levemente fumado. A sua
origem remonta a finais do século XV e associa-se & presenca das comunidades judias
na regidgo de Tras-os-Montes no Norte de Portugal [52]. E um produto constituido por
uma mistura de carne de vaca, frango, porco, pao e condimentos. Apresenta uma cor
castanho-clara e uma forma cilindrica recordando uma ferradura com cerca de 20 a 25 cm
comprimento (figura 3). A tripa deve apresentar-se sem ruturas e bem ligada a massa. As
extremidades unem-se por fio de algoddo [52]. E um produto alimentar que necessita uma
regeneracao antes de ser consumido a qual pode ser feita por fritura em dleo ou no forno. O
produto apresenta uma vida util de 60 dias, armazenado a uma temperatura entre o e 5°C
e embalado em atmosfera modificada (80 % N. e 20 % CO.). O seu peso oscila entre 150
€ 200 gramas. Relativamente as caracteristicas sensoriais, apresenta um sabor leve a fumo,
agradavel, destacando-se o sabor a alho, azeite e uma ligeira acidez tipica.



pH 4,5 63 51 0,5
% NaCl 1,0 1,8 13 03
% Humidade 43,3 57,2 52,3 4,3
% Gordura 10,9 29,6 18,4 4,7
% Proteina Total 6,9 15,5 1,4 2,8
% Hidratos de carbono 10,2 20,9 15,2 3,6
Energia (kcal/100 g) 220 369 274,4 39,7
2.2 OBJETIVOS

Este projeto estd assente em vérias etapas e visa:

1.

Desenvolver estudos preliminares e levantamento de patentes em produtos cdrneos
curados e fumados;

Realizagdo do levantamento da informacao relativa a patentes ja existentes no mercado
internacional sobre bioconservagao em produtos de carne enchidos e fumados e que
servirdo posteriormente de suporte para o desenvolvimento e inovagdo previstos nas
tarefas subsequentes.

Desenvolver um levantamento dos perigos potenciais durante o processamento de
produtos de carne tradicionais portugueses e validagdo de fluxogramas in locu;

Validagao do fluxograma de producdo de produtos enchidos e fumados e a posterior
identificacdo das varidveis de processo e perigos potenciais de forma a identificar
as etapas do processamento em que a utilizagdo de agentes bioprotetores poderd
representar uma mais-valia para a qualidade e seguranca do produto final.

Isolar e selecionar as culturas de arranque bacteriocinogénicas a aplicar como
bioprotetores no processamento de produtos enchidos e fumados tradicionais
portugueses,

Isolamento das diferentes bactérias acido-lacticas e realizagdo de andlises de atividade
antimicrobiana e bacteriocinogénica nos diversos produtos contra vdrias bactérias
patogénicas de acordo com os perigos identificados na etapa n°® 2. Teve-se em conta
aspetos como a auséncia de fatores intrinsecos de viruléncia; os produtos de origem; a
resisténcia as condi¢des do processo nomeadamente ao pH, a temperatura, ao sal e a
componentes da matriz alimentar.

Avaliar os parametros de qualidade dos produtos representativos da tecnologia aplicada;

Caracterizagao dos produtos enchidos e fumados ao longo do seu tempo de vida dtil,
produzidos com e sem a adi¢do de culturas de arranque bioprotetoras o que permitiu
avaliar o impacto da tecnologia na qualidade final do produto. Para esta caraterizacao
recorreu-se a técnicas de andlise fisico-quimica, microbioldgica e sensorial de alimentos.

Posteriormente serd estudado um método inovador de adicdo das culturas bioprotetoras
que poderd ocorrer durante a fase de preparagdo e repouso da massa, imediatamente antes
do enchimento e no final do processo, por imersdo ou aspersdo. No caso de produtos
laminados serd ainda avaliada a adicdo de culturas por aspersao, pincelagem e imersdo
antes do fecho da embalagem. Serdao conduzidos estudos para avaliar o impacto de
diferentes tecnologias de embalagem isoladas e em combinagao de forma a desenvolver
uma embalagem otimizada para cada tipo de produto e respetiva forma de apresentagao (a
peca ou fatiado), que mantenha a qualidade e seguranca do produto, alargando, se possivel,

BIOCONSERVAGAO DE ALIMENTOS
TRADICIONAIS POR ADIGAO DE BACTERIAS
ACIDO-LACTICAS E DAS SUAS BACTERIOCINAS

Tabela 1: Minimo, mdximo, média e desvio
padrdo de alguns pardametros fisico-quimicos
e nutricionais da alheira. Tabela adaptada de

Ferreira et al., [53]

Neste estudo foi
avaliada a vida uitil

de enchidos fumados
produzidos com e sem
a adicao de starters
bioprotetores.
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o seu tempo de vida. As tecnologias em avaliacgo serdao as embalagens e/ou revestimentos
bioativos impregnados com antimicrobianos, a embalagem em atmosfera modificada e a
embalagem sob vécuo. Por fim serd desenvolvida uma aplicagdo das culturas de arranque
bioprotetoras & escala industrial (scale-up) no sentido de validar a tecnologia e disponibiliza-
la a industria.

Os resultados apresentados no subcapitulo seguinte focam somente a adicao de culturas de
arranque bioprotectoras Lactobacilus plantarum e Lactobacillus sakei, isolados de produtos
curados/fumados tradicionais, respetivamente “Beloura” e “Salpicdo”, no processo de
fabrico de outro enchido tradicional, a Alheira.

2.3 DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

No dmbito da etapa n° 3 do projeto, mencionada anteriormente, - Isolar e selecionar as
culturas de arranque bacteriocinogénicas a aplicar como bioprotetores no processamento
de produtos enchidos e fumados tradicionais portugueses - foram desenvolvidos vérios
ensaios cujas técnicas e resultados se apresentam no capitulo seguinte.

Foram realizados ensaios de isolamento de bactérias dcido-ldcticas em produtos cérneos
curados e fumados. Foram isoladas 6 estirpes, 2 de Lactobacillus plantarum, 3 de
Lactobacillus sakei e 1 de Enterococcus faecium com capacidade bacteriocinogénica. Foram
publicados resultados de otimizag3o e producado de bacteriocinas por vérias destas estirpes,
concretamente sobre otimizacdo da produgdo da bacteriocina STi53ch produzida pela
estirpe Lactobacillus sakei e isoladas de “salpicao” [36] e o Lactobacillus plantarum e a sua
bacteriocina ST202ch isolado de “beloura” [54], ambos produtos & base de carne curados
e fumados.

Depois dos estudos de isolamento e selecdo das culturas com base no seu poder
antimicrobiano procedeu-se & sua aplicagdo a escala industrial na empresa Minhofumeiro
— Enchidos e Fumados a Moda de Ponte de Lima Lda. Foi incorporada no processo de
fabrico de Alheira a estirpe que melhores resultados apresentou, o Lactobacillus sakei
ST153ch. Depois da incorporagdo da cultura na mistura de carnes prosseguiu-se o normal
processo de fabrico, nas suas vérias etapas até ao produto final embalado a vdcuo e/em
atmosfera modificada. O produto foi submetido a condi¢des idénticas de cura, fumagem,
embalagem e temperatura de armazenamento. Apés o embalamento foi feita a expedicao
para as unidades laboratoriais de microbiologia e andlise sensorial onde foram avaliadas a
atividade antimicrobiana e as caracteristicas sensoriais do produto tratado por comparacgdo
com o produto standard.

Em simultaneo foram desenvolvidas andlises sensoriais por um painel de 9 provadores
treinados para a prova e dete¢do de defeitos em produtos curados e fumados a base carne.
Foram desenvolvidas sessdes prévias para discussdo conjunta dos atributos sensoriais de
maior relevo, das escalas, dos limites e das 4ncoras verbais. Posteriormente procedeu-se ao
desenvolvimento da “ficha de prova” composta por 17 descritores sensoriais.

Foi desenvolvida uma andlise de varidncia (ANOVA) utilizando o software Statistica
(versiony, Statsoft, Inc) com o objetivo de comparar e perceber quais os atributos, avaliados
pelo painel, que apresentavam diferencas estatisticamente significativas entre os dois tipos
de produtos o controlo (amostra comercial) e a “alheira” com a estirpe adicionada, para
o dia o. Posteriormente efetuar-se-do estudos a 30, 45, 60 e 9o dias com o objetivo de
perceber se o efeito bactericida se mantém ao longo do tempo de vida Util destes produtos
(60 dias) sem alteracdes significativas a nivel sensorial e/ou se eventualmente poderemos
prolongar este tempo, como é outro dos objetivos deste projeto. Por ultimo, serd realizado
um estudo ao consumidor no sentido de avaliar a aceitabilidade do novo produto.



2.4 RESULTADOS

Foievidenciadaaactividade antimicrobianaebacteriocinogénicado Lactobacillus plantarum
produtor da bacteriocina ST202ch e de Lactobacillus sakei produtor da bacteriocina ST153ch
frente a Listeria monocytogenes B296. Foram realizados estudos que permitiram comparar
a eficiéncia e o crescimento das bactérias dcido-lcticas directamente na “alheira” e em
competicdo com outros microrganismos para simular as condi¢oes reais do produto e
da sua flora microbiana. Foi demonstrado a capacidade de crescimento das bactérias
lacticas alvo de estudo inoculadas com diferentes microrganismos. Posteriormente foi
desenvolvido um estudo preliminar em ambiente industrial com a produgdo de alheiras
inoculadas com Lactobacillus sakei produtor da bacteriocina STis3ch.

Das bactérias dcido-lacticasisoladasidentificaram-se estirpes com atividade antimicrobiana
e bacteriocinogénicas como ja foi referido. No rastreio realizado constatou-se que esta
atividade foi devida a competicao direta entre espécies ou ao efeito da producao de acido
lactico com consequente redugao do pH do meio de cultura.

Como ja mencionado anteriormente, sé duas estirpes autéctones bacteriocinogénicas,
o Lactobacillus plantarum ST202ch isolado de “beloura” e o Lactobacillus sakei ST153ch
isolado de “salpicdo” foram posteriormente utilizadas. A atividade antilisteria, das
estirpes Lactobacillus plantarum produtora da bacteriocina ST202ch e da Lactobacillus
sakei produtora da bacteriocina ST153ch, foi inicialmente avaliada em amostras de carne
de porco esterilizada dado ndo ser conhecido o seu comportamento in situ.

Observou-se uma inibicao de L. monocytogenes na presenca de ST 153ch (halo de inibi¢ao
- figura 4) ao longo dos 10 dias de estudo, a uma temperatura de incubagdo de 30 °C.
N3o se observou inibicdo do patogénico indicador com a ST202ch ao longo do tempo de
estudo, contudo observou-se um aumento do periodo de laténcia (24 horas) (figura s).

Estes resultados evidenciam que a estirpe Lactobacillus sakei, produtora da bacteriocina
ST153ch, foi mais efetiva no controlo do crescimento do microrganismo indicador, Listeria
monocytogenes B296, que a estirpe Lactobacillus plantarum ST202ch.

=¢=Controlo L. monocytogenes
8= monocytogenes + L. plantarum ST202ch
=d=L. monocytogenes + L. sakei ST153ch
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Figura 4: Placa com halos de inibicdo pela
acao do Lactobacillus sakei STi53ch frente
a L. monocytogenes

Figura 5: Contagens de L. monocytogenes em
carne esterilizada na presenga de ST202ch

(L.. plantarum ST202ch) e de STis3ch (L.

sakei STi53ch) (Controlo L. monocytogenes —
crescimento de L. monocytogenes na carne;

L. monocytogenes + L. plantarum ST202ch —
crescimento de L. monocytogenes na carne com
mistura de ST202ch; L. monocytogenes + L. sakei
STis3ch — crescimento de L. monocytogenes na
carne com mistura de STi53ch)
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Figura 6: Contagens de L. monocytogenes

na alheira na presenca do L. sakei STi53ch
(Controlo L. monocytogenes — crescimento de L.
monocytogenes em alheira; L. monocytogenes + L.
sakei STi53ch — crescimento de L. monocytogenes
em alheira com mistura de STis3ch; L. sakei
STi53ch — crescimento do L. sakei STis3ch em
alheira)
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Tal como se pode verificar no figura 6 o Lactobacillus sakei STis3ch inibiu o crescimento
da L. monocytogenes, com uma reducao de 2 ciclos logaritmicos face ao controlo ao longo
dos 15 dias de armazenamento e a uma temperatura de refrigera¢do de 5°C.

Aanilise sensorial, realizada no dia o, revelou que o painel de g provadores foi coerente na
resposta (p>5%) para os atributos que apresentaram diferencas significativas, o “Cheiro
Caracteristico” a “Dureza da Massa” o “Sabor Caracteristico”, o “Sabor Acido” e 0 “Sabor
Amargo” (p <5%). Isto quer dizer que o painel apresentou diferencas significativas na
percecdo destes atributos comparando a alheira inoculada e a alheira comercial nao
inoculada.

Nzo foram encontradas diferencas significativas na alheira inoculada embalada a vdcuo
e em atmosfera modificada (80% N2 e 20% CO2) para todos os atributos analisados. A
analise posterior dos produtos ao longo de tempo de vida permitird avaliar se aembalagem
afeta ou nio significativamente a percec¢do sensorial de algum dos atributos referidos.

A adi¢do de uma suspensdo salina de 500 ml por cada 10 kg de massa inoculada, que
provavelmente acidificou a amostra pela producdo de mais dcido ldctico, aumentou
também a humidade do produto e alterou a sua textura, e estas duas condi¢des sdo,
certamente, responsdveis por esta perce¢ao sensorial influenciando na dureza, no cheiro
e no sabor percebido pelo painel. Posteriormente sera averiguada esta influéncia pela
comparagao com um produto controlo ao qual se adicionard 500 ml de solugao salina
sem o indculo. Serdo também efetuados outros estudos de adicao do indculo, quer na
massa quer na embalagem. Estas andlises sensoriais vao permitir perceber se diferentes
tipos de embalagem em atmosfera modificada (uso comercial) e vacuo influenciam as
caracteristicas sensoriais do produto ao longo do tempo de vida util, e aos 9o dias, quer
no grupo controlo (amostra comercial), quer no grupo com a cultura adicionada.

=p=Controlo L. monocytogenes
==L monocytogenes + L. sakel ST153ch
10 W-L. sakel ST153ch
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3. CONCLUSOES

A semelhanca do que foi desenvolvido neste trabalho vérios autores demonstraram o poder
das bactérias dcido-lacticas para inibir o crescimento de microrganismos patogénicos em
produtos a base de carne curados e fumados [47,54,55,56].

No futuro este tipo de “culturas funcionais” poderdo proteger o consumidor de intoxicagdes
alimentares por estirpes patogénicas ou pela ingestdo das suas toxinas, através de uma
rapida acidificacdo do alimento ou através da producdo de metabolitos antimicrobianos
como as bacteriocinas [49]. No entanto, é importante que, quando se desenvolverem
testes para determinar a capacidade antimicrobiana de novas estirpes, se tenham em
conta os riscos associados, como a formagao de aminas biogénicas e o desenvolvimento
de resisténcias por parte das bactérias a antibidticos [49]. Certas estirpes especialmente
selecionadas podem até apresentar beneficios probidticos se forem corretamente
modificadas, podendo até mesmo ser denominadas como portadoras de caracteristicas
nutracéuticas [55].

Tal como Bonomo et al., [57] foi possivel demonstrar com este estudo a alta capacidade
antimicrobiana do Lactobacillus sakei no sentido de padronizar o processo, preservar
as caracteristicas organoléticas e sensoriais, e até mesmo melhora-las, no sentido da
ndo utilizagdo de conservantes sintéticos, substituindo-os por culturas vivas autdctones
capazes de garantir os produtos em termos microbioldgicos e salvaguardando
simultaneamente a seguranca quimica. Esta transferéncia de tecnologia e inovagao
dos produtores de conhecimento a industria, neste caso tradicional, demonstra que a
bioconservagao através da adicao de bactérias acido-lacticas é uma alternativa viavel aos
aditivos sintéticos garantindo a seguranga quimica e microbioldgica do produto, mas
mantendo as suas caracteristicas organoléticas e o seu modo de producdo tradicional,
sendo um exemplo do que temos vindo a designar de «Inovar na Tradi¢do».

As bacteriocinas sdao metabolitos secunddrios facilmente degradados pelas proteases
enzimas do trato gastrointestinal humano [42], e por isso, a semelhanca da nisina, o
conjunto de substancias GRAS deveria ser alargado numa perspetiva de dar uma maior
oportunidade & bioconservacdo quer por adicio de Bactérias Acido-l4cticas, quer por
adicdo direta das suas bacteriocinas, sempre que existam provas e estudos especificos in
vivo que assegurem os seus beneficios [49].
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A bioconservacgao
através da adicao de
bactérias acido-lacticas é
um alternativa viavel aos
conservantes sintéticos
que garante a seguranca
biética e abidtica do
produto mantendo as
suas caracteristicas
sensoriais.
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